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論 文 内 容 の 要 旨
　1997年以降、海面表層の吸光と光の散乱の比を測定したリモートセンシング衛星データによって、海洋性
珪藻類が地球上の炭素固定の20%を担う、環境生理学的に非常に重要な藻類であることが明らかになった。
珪藻は海洋に豊富な重炭酸イオンを能動輸送体（SLC4 ファミリータンパク質）によって獲得し、葉緑体内
で濃縮し、炭酸脱水酵素 CA によって RubisCO に CO2 を供給する CO2 濃縮機構を持つ。海洋性珪藻は二次
共生によって葉緑体を獲得したため、葉緑体胞膜が４重であり、細胞膜と合わせると5枚の生体膜によって、
環境と隔てられている。したがって、物質輸送を行うには５枚の膜それぞれに輸送タンパク質が必要とな
る。しかしながら、重炭酸イオン以外の無機栄養輸送経路は未解明である。炭素固定に重要な CO2 輸送経路、
タンパク質合成のための窒素源輸送経路、さらに様々な代謝に関与する酵素の補因子である鉄など、海洋か
らの無機栄養獲得は、常に変化し続ける海洋環境の影響を受け、珪藻はこれに対応しながら細胞内の恒常性
を維持しなければならない。したがって、海洋優占種である珪藻の物質輸送における環境応答機構を調べる
ことは、多重生体膜を有する生物全般の物質代謝を理解することにつながると考えられる。本論文は、海洋
性珪藻における、無機炭素、無機窒素、光、及び鉄といった複数の環境因子への珪藻の応答機構を分子レベ
ルで解明することを試みた初めての研究である。対象として、海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum および
Thalassiosira pseudonana を用い、CO2、NH3 の膜透過性モデルの構築及び、鉄飢餓応答機構の解明を試みている。
　本論文は以下の内容から構成される。
　（1）T. pseudonana から鉄飢餓応答遺伝子 TpFTR1 及び TpFTR2 プロモーター領域を単離し、その鉄飢餓応
答性の解析、及び生物鉄飢餓判別のためのバイオレポーター構築
　（2）P. tricornutum もしくは T. pseudonana の aquaporin（AQP）タンパク質の探索及び機能解析
　（1）では、鉄飢餓応答性遺伝子のプロモーター配列を単離し、培地中の鉄濃度、CO2 濃度、および光条
件を変化させた際のプロモーター活性を評価している。鉄獲得に関与すると予測された iron permease 遺伝
子 （TpFTR）は、鉄飢餓培養１日目から発現が上昇する TpFTR2、及び鉄飢餓培養６日目以降に発現上昇す
る TpFTR1 の２つが存在することが分かった。そこで、TpFTR1 もしくは TpFTR2 の翻訳開始点上流領域より、
それぞれ 2286 bp および 2072 bp の長さの DNA 配列を予測プロモーター領域として単離し、緑色蛍光遺伝
子（egfp）を駆動する形質転換細胞（pTpFTR1G もしくは pTpFTR2G）を構築した。各形質転換体の鉄応
答性を比較したところ、pTpFTR1G では鉄飢餓培養７日目で特異的に EGFP 蛍光を検出したが、pTpFTR2G
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では鉄飢餓培養時に強い EGFP 蛍光を発するも、鉄添加培養時にも弱い EGFP 蛍光が検出された。また、
pTpFTR1 及び pTpFTR2 は環境 CO2 には応答せず、光環境に依存してプロモーター活性を変動することが分
かった。これらの結果から、pTpFTR1G が、環境鉄濃度の減少を感知して EGFP 蛍光を発する、鉄バイオレ
ポーターとして利用可能であると考えた。鉄飢餓培養細胞に、異なる処理が施された鉄スラグを添加して
pTpFTR1G の鉄応答を調べたところ、酸化処理を施した高炉スラグでは、EGFP が消失したのに対し、酸化
処理を施していない製鋼スラグでは、EGFP 蛍光がみられた。また、培地中の溶存鉄濃度を原子吸光光度計
によって測定した結果、高炉スラグを添加した培地では鉄添加培地と同程度の高い鉄濃度であったが、製
鉄スラグを添加した培地では、鉄飢餓培地と同程度の低い鉄濃度を示した。このことから本来鉄含量の多い
製鋼スラグは培地中への鉄放出が少ないことも pTpFTR1G の挙動から判明した。このことから、pTpFTR1G
が環境鉄センサーとして利用可能であることが示された。
　（2）では、珪藻における新奇 aquaporin （AQP）を同定し、遺伝子の発現応答、タンパク質の細胞内局在
解析、及び高発現体を用いた機能解析を行うことで、珪藻 AQP の役割を考察している。ヒト、およびタバ
コの AQP アミノ酸配列をもとに、ゲノムデータベースを検索した結果、相同性を有する候補タンパク質が
得られた。P. tricornutum では５つ、T. pseudonana では２つの候補が見つかり、これら候補の全長クローニ
ングを行ったところ、AQP に特徴的なアスパラギン - プロリン - アラニン（NPA）モチーフが２つ保存され、
かつ４つ以上の膜貫通領域が予測された。系統解析の結果、緑藻型、紅藻型、バクテリア型、および二次共
生生物型に分類された。これは、珪藻の進化の過程で、祖先真核細胞が一時的な緑藻との共生後、紅藻との
二次共生によって光合成能を獲得したことに起因すると考えられる。AQP 候補タンパク質の細胞内局在を
調べたところ、PtAQP1 は細胞膜と葉緑体 ER（CER）、PtAQP2 は細胞膜、PtAQP3 及び TpAQP2 は CER、そ
して PtAQP5 及び TpAQP1 は液胞膜に局在することが分かった。また、候補 AQP 遺伝子の環境応答解析を
RT-qPCR で調べたところ、PtAQP1、PtAQP2、PtAQP5、及び TpAQP2 がアンモニア誘導性、そして PtAQP2
が高 CO2 誘導性を示した。続いて、PtAQP1 もしくは PtAQP2 の過剰発現体（OE）を用いて CO2 と NH3 透
過性を測定したところ、PtAQP2OE では CO2 の膜透過性が、PtAQP1OE 及び PtAQP2OE では強光照射時の
細胞からの NH3 漏れ出し速度が上昇した。さらに、強光照射時に過剰エネルギーを熱として放散する非光
化学的消光（NPQ）の値を測定したところ、PtAQP1OE 及び PtAQP2OE では NPQ が野生型細胞よりも高い
ことが分かった。これは、過剰光エネルギーを消費するために、珪藻 AQP が CO2 および NH3 無益回路を駆
動することで、光阻害を抑制していることが考えられる。これらの結果は以下の２点において特に興味深い
新規の知見を提唱するものである。
１）水生微細藻類において、水チャンネル AQP が気体分子チャネルとしても無機栄養の輸送に機能してい
ること
２）気体分子チャネルが無益回路を制御し、強光環境における光防御に関与していること
　これらの知見は、光独立栄養生物が海洋環境で生存するために、環境変動に応答して無機栄養輸送を変化
する、新たな戦略を明らかにした内容であると考えられる。
論 文 審 査 結 果 の 要 旨
　本論文は、地球上の生物的炭素固定の20%を担うとされる海洋性珪藻類のガスチャネルの機能解明及び
珪藻鉄バイオレポーターの構築を試みた初の報告である。海洋の微量鉄は非常に重要な制限要因であるにも
かかわらず、濃度が数ナノモーラーをしばしば下回るため、その濃度測定や生物利用度の判定が困難である。
一方水中生物の水チャンネルの機能研究例は乏しい。本研究では、海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum
および Thalassiosira pseudonana の２種において気体分子チャネル候補の aquaporin（AQP）を探索し、珪藻
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AQP が環境炭素及び窒素濃度に発現制御され、CO2 や NH3 気体分子の膜透過性制御および強光ストレス耐
性強化に働く重要因子であることを示した。また、T. pseudonana の鉄応答の分子メカニズムの解明では、生
物利用可能な鉄濃度判別を容易とするバイオレポーター珪藻細胞を作製し、環境工学的に意義のある結果を
示した。
　本論文で著者は、珪藻 AQP の一部が細胞膜局在を示し、環境 CO2 と NH3 によって遺伝子発現制御を受
けること、また過剰発現によって CO2 の膜透過性及び NH3 の漏れ出し速度が上昇することを明らかにした。
これら AQP は海洋性珪藻が強光ストレス下においてアンモニアの蓄積を緩和し、炭素源や窒素源を細胞内
外で循環して過剰エネルギーを散逸する無益回路に関与することが初めて示された。
　これらの結果は、これまで不明であった水生生物の水チャンネルの重要性を初めて明らかにするとともに、
水圏の独立栄養生物における無益回路の分子メカニズムの一端を明らかにしたものとして意義がある。また、
本論文では、海洋環境において生物が利用可能な鉄の有無を無機分析より安価に判別する技術として、鉄バ
イオレポーター珪藻細胞を樹立した。この細胞は海洋調査での活用や環境への鉄施肥に関わる基礎知見を得
る手段として今後の利用が期待される。これら一連の研究は、綿密な条件検討と高度な実験操作に基づいて
おり、著者の科学者としての力量を存分に発揮した内容となっている。
　著者の研究成果は、既に Plant Physiology 一編に公表されている。また研究内容の一部は、五度の国際学
会で発表されている。審査員一同は、本論文について著者と面談及び詳細な質疑を行った。その結果、著者
が本論文について十分な理解力をもち、研究の将来性について期待できることを確認した。また公開の論文
発表会における質疑応答及び発表された論文内容を鑑み、十分な学力と語学力を持つことを確認した。
　以上より、審査委員会は本論文の著者が博士（理学）の学位を受けるに十分な資格をもつと判定する。
